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(54) POLYPEPTIDES INHIBITEURS DE L'IRES DU VIRUS DE L* HEPATITE C ET PROCEDE DE CRIBLAGE DESDITS 
POLYPEPTIDES. 

(57) La presente invention concerne un nouveau procede 
de crlblage de polypeptides recombinants comprenant au 
moins un motif de reconnaissance d'ARN (MRR) mute 
d'une proline liant naturellement TARN, telle elF3, ledit mo- 
tif etant capable de se lier k la sequence IRES d'une mole- 
cule d'ARN viral avec une affinity sup6rieure ou egale h 
celle du motif (MRR) de ladite proline liant naturellement 
ladite molecule d'ARN. L'invention concerne egalement les- 
dits polypeptides recombinants susceptibles d'etre obtenus 
par le procede de criblage utilisables a titre de medicament 

pour la prevention et/ ou le traitement de pathologies vira- . — i 

les, notamment de mepatite C. 
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La presente invention vise & fournir un procede 
destine au criblage de polypeptides susceptibles d'etre 
utilise comme medicament pour traiter l f hepatite C. 
Plus particulierement, la presente invention concerne 
5 un nouveau procede de criblage de polypeptides 
recombinants comprenant au moins un motif de 
reconnaissance d'ARN (MRR) mute d'une proteine liant 
naturellement l'ARN, telle eIF3, ledit motif etant 
capable de se lier a la sequence IRES d'une molecule 

10 d'ARN viral avec une affinity superieure ou 6gale a 
celle du motif (MRR) de ladite proteine liant 
naturellement ladite molecule d'ARN, L' invention 
concerne egalement lesdits polypeptides recombinants 
susceptibles d'etre obtenus par le procede de criblage 

15 utilisables k titre de medicament pour la prevention 
et/ou le traitement de pathologies virales, notamment 
de 1' hepatite C. 

En 1989, le virus de l f hepatite C (VHC) a et6 
identifie comme I 1 agent causal de 1' hepatite non-A, 

20 non-B transmise par les transfusions de sang. Le VHC 
appartient ct la famille des Flaviridae dans laquelle on 
peut citer les virus de la Fi6vre Jaune, de la Dengue 
et de 1 f Enc6phalite Japonaise. Le genome de ce virus 
enveloppe se presente sous la forme d'un simple brin 

25 d'ARN contenant un cadre de lecture et deux regions 
non-traduites 5 f et 3 T . 

Comme le VIH ou le virus de la grippe, le VHC est 
doue d f une grande variability . La mutation rapide de 
certains de ses g£nes, notamment le gene de 

30 l 1 enveloppe, permet a ce virus d T 6chapper au systeme 
immunitaire de l f h6te et rend le d§veloppement de 
vaccin probl6matique . La zone la plus conservee est la 




region 5' non-codante (IRES -International Ribosome 
Entry Site) (92% d'homologie entre les souches de VHC), 
ce qui laisse suggerer un role important de cette 
region dans le cycle viral. En effet, cette region 
possede une structure secondaire qui permet au virus 
d'initier la traduction de son ARN d f une fagon cap- 
ind6pendante . Les prot6ines virales sont synthetisees 
sous forme d'un seul polypeptide-precurseur qui est 
ensuite clive par des proteases cellulaires et virales. 

A l'heure actuelle, le traitement de 1' hepatite C 
est basee sur 1 f administration d f interferon (inhibition 
de la synthese prot^ique via PKR) , associe avec de la 
ribavirine (analogue nucl6osidique) . Plusieurs effets 
indesirables de ces deux composes proviennent du 
caractere non-sp6cif ique de leur action. Par ailleurs, 
certains genotypes de virus sont peu sensibles a ces 
substances, ce qui motive des recherches vers de 
nouveaux agents anti-viraux plus specif iques. Parmi 
ceux qui sont developpes, on peut citer (i) les 
inhibiteurs d f enzymes virales, telles que les anti- 
proteases, les inhibiteurs de l'helicase et de la 
polymerase ; (ii) les oligonucleotides anti-sens, 
capables de se lier au site interne d' entree des 
ribosomes (IRES, pour Internal Ribosome Entry Site)et 
ainsi d'inhiber la synthese des proteines virales, 
representent une autre classe de therapeutiques 
potentielles ; cette approche a permis de demontrer 
clairement que l'IRES situe dans la region 5' non- 
codante de 1' ARN du VHC peut etre consid^ree comme une 
cible therapeutique attractive, car differentes etudes 
genetiques et biochimiques anterieures ont demontre que 
l'IRES est essentielle pour la traduction virale. 
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Cependant, 1 1 utilisation des oligonucleotides in 
vivo reste assez al6atoire a cause de leur degradation 
rapide par les nucleases de l f hote et leur faible 
penetration intracellulaire . II existe done un reel 
5 besoin de d6velopper une nouvelle classe de molecules 
therapeutiques anti-virales capables de lier a 1' IRES 
et qui ne soit pas sensibles aux nucleases. 

La pr^sente invention se propose done de fournir 
un precede de criblage de polypeptides recombinants 

10 liant specif iquement l'IRES d'ARN viral non-coif fe, tel 
que l'ARN viral du VHC. De tels polypeptides, aptes a 
reconnaltre sp6cif iquement l'IRES d'ARN viraux sont 
done susceptibles d'etre utilis§ corame inhibiteurs de 
la synthase des proteines virales in vitro et in vivo. 

15 De tels polypeptides ne pr6sentent pas les 
inconvenients des molecules therapeutiques de l'art 
anterieur. La presente invention porte en outre sur le 
polypeptide susceptible d'etre selectionne par le 
precede de criblage & titre de medicament. 

20 Plus precisement, le procede de criblage de 

polypeptides recombinants de 1' invention comprenant au 
moins un motif de reconnaissance d'ARN (MRR) mute d'une 
proteine liant naturellement l'ARN, ledit motif etant 
capable de se lier a la sequence IRES ou l'un de ces 

25 domaines d'une molecule d'ARN avec une affinity 
superieure ou egale a celle du motif (MRR) de ladite 
proteine liant naturellement ladite molecule d'ARN, 
ledit procede comportant les etapes de : 

a) clonage d' au moins le motif (MRR) de ladite 
30 proteine liant naturellement l'ARN. 

b) mutag§n£se d' au moins ledit motif (MRR), 
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c) expression dudit polypeptide recombinant 
comprenant au moins le motif (MRR) mut§, 

d) determination de l'af finite dudit motif (MRR) 
mut6 dudit polypeptide recombinant pour 
ladite sequence IRES ou l'un de ses 
domaines ; 

e) selection des polypeptides recombinants dont 
le motif (MRR) mute a une affinite superieure 
ou egale a celle du motif (MRR) de ladite 
prot6ine liant naturellement l'ARN, 

Par motif de reconnaissance d'ARN (MRR), on entend 
designer un motif part age par un grand nombre de 
proteines liant naturellement l'ARN. Parmi ces 
proteines, on peut citer les proteines de maturation de 
l'ARN telles le facteur initiateur de la traduction 
chez les eucaryotes eIF3 (Birney E, 1993) et UisnRNP 
ainsi que les r6gulateurs de traduction tels que la 
« Polyadenylate binding protein » (PABP) •• 

La sequence consensus du MRR, d' environ 80 acides 
amines, est caract^rise par la presence de deux 
sequences tres conservees RNP1 (8AA) et RNP2 (6AA) . 
L'agencement des structures secondaires sur la sequence 
peptidique se fait dans l'ordre pl-al-p2-p3-a2-B4 . La 
structure tri-dimensionnelle de plusieurs MRR a ete 
resolue par radiocristallographie et RMN. Elle se 
presente gen§ralement sous forme d'un feuillet P de 
quatre brins, contenant les signatures RNP-1 et RNP-2 
et de deux helices a, Ces donnees structurales ont 
permis d 1 identifier des domaines de la proteine 
impliques dans 1 ' interaction avec l'ARN. Ainsi, les 
boucles P2-P3 et a2-p4 se deplacent lors de la formation 
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du complexe polypeptide-ARN et par consequent peuvent 
etre impliquees dans 1 f interaction avec 1 1 ARN. Les 
donnees obtenues grace & la mutagenese dirigee dans la 
boucle 02-p3 ont demontre que la taille de cette boucle 
5 est importante pour la stabilite du complexe MRR-ARN 
(Laird-Offringa et al., 1995). Un modele mecanistique 
d f interaction a 6te sugger6 et compare la boucle 
prot6ique P2-p3 avec un bouton dont la taille determine 
la stability de la fermeture. 

10 Selon un mode de realisation particulier de 

realisation, ledit polypeptide recombinant selon 
1' invention est isole par la technique dite « phage 
display » 6galement nomm6e « evolution mol6culaire ». 
Dans cette technique, la proteine d f int6ret est 

15 fusionnee avec une des prot6ines de la capside phagique 
et ainsi exposee a la surface du bacteriophage- Les 
variations systematiques dans la sequence du gene de la 
proteine permettent de creer une banque des phages 
differents exposant a sa surface differentes formes 

20 moleculaires de la proteine, L'approche a pour but de 
s61ectionner et amplifier des particules phagiques 
capables de s 1 accrocher & un ligand selectionne et 
permet de choisir les peptides capables de reconnaltre 
specif iquement la cible. 

25 L' application la plus marquante de la technique 

"phage display" est la conception de nouvelles 
proteines aptes a interagir d T une fagon specif ique avec 
1 f ADN. Un domaine proteique nomme "doigts de zinc" apte 
a se lier a 1 'ADN peut etre expose a la surface de la 

30 capside du bacteriophage et mute {Klug, 1999) . Des 
cycles de selection-amplification des particules 
phagiques capables de s ' accrocher a differentes 
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sequences d'ADN ont permis cTexprimer des motifs 
"doigts de zinc" capables de reconnaitre les sequences 
de l'ADN tres specif iquement . Plusieurs etudes 
effectu6es dans ce domaine ont permis de deduire "le 
5 code de reconnaissance" reliant la sequence d'acides 
amines . caractferistiques des motifs "doigts de zinc" 
(environ 20 AA) et celle des bases d'acides nuclfeiques 
(triplets) (Wolfe et al., 1999), La combinaison de 
plusieurs "doigts de zinc" diffferents permet ainsi de 

10 concevoir rationnellement des polypeptides aptes & se 
lier £ une sequence choisie de l f ADN. 

Les nouvelles proteines ainsi congues poss^dent 
alors une affinite et une specificite considerable vis- 
a-vis du ligand (K D < 2,1 x 10' 15 M) (Kim et al., 1998). 

15 La mise en oeuvre de la technologie du « phage 

display » permet 1'obtention rapide de nombreux 
polypeptides mutes specif iques de la sequence IRES 
d'int6ret, de preference de la sequence IRES du virus 
de 1' hepatite C. 

20 Par sequence IRES, on entend designer la region 5' 

non traduite de certains ARN viraux (Flaviviridae, 
Picornaviridae, Coronaviridae) qui possedent une 
structure secondaire typique qui sert de site de 
recrutement des ribosomes. Cette region permet aux 

25 virus concernes d'initier la traduction de leur ARN 
d'une fagon CAP-independante . De preference, ladite 
sequence IRES selon 1' invention, ou l'un des ses 
domaines, est la sequence IRES d'un ARN viral. Le 
domaine de la sequence IRES sont de preference choisi 

30 parmi les sequences nucleiques directement en contact 
avec le MRR. 
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Ladite sequence IRES ou l'un de ses domaines 
provient d'ARN viral de virus qui, au cours de leur 
cycle de replication virale, mettent en oeuvre une etape 
de traduction cap-independante d' une sequence d'ARN 
5 viral. De preference, ledit virus est un virus a ARN ; 
de maniere preferee, ledit virus est appartient a la 
famille des Flaviviridae, des Picornaviridae, des 
Coronaviridae . 

Parmi les Flaviviridae, il convient de citer 

10 notamment le virus de 1' hepatite C humaine (VHC) , le 
virus de la diarrh6e bovine (BVDV) , le virus de la 
peste porcine. Selon un mode prefer^ de realisation de 
1' invention, il s'agit du virus de 1' hepatite C. 

Parmi les Picornaviridae, il convient de citer (i) 

15 les Enterovirus, notamment les poliovirus humains, les 
Coxsackievirus, les Echovirus humains, porcins et 
bovins ; (ii) les Rhinovirus, et notamment le virus du 
rhume ; (iii) les Aphtovirus, notamment le virus de la 
fievre aphteuse ; (iv) les cardiovirus, notamment le 

20 virus de 1' encephalomyocardite (EMC), le virus Mengo ; 
(v) le virus de 1' hepatite A, 

Parmi les Coronaviridae, il convient de citer le 
virus de la gastro-enterite transmissible du porcelet, 
le virus de la bronchite aviaire, le virus de la 

25 diarrhee du veau, le virus de la diarrhee de l'homme, 
le virus de l f hepatite de la souris. 

Dans le cadre de la presente invention la sequence 
IRES est de preference la sequence IRES de l'ARN du 
virus de 1' hepatite C de sequence SEQ ID N°l, et les 

30 domaines de la sequence IRES sont de preference, la 
boucle Ilia de sequence SEQ ID N°2, la boucle Illb de 
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sequence SEQ ID N*3, la boucle IIIc de sequence SEQ ID 
N°4. 

Par sequence IRES au sens de la presente 
invention, on entend egalement designer les variants 
naturels des sequences IRES et notamment les variants 
naturels de la sequence IRES du VHC. Par « variant 
naturel », on entend designer les sequences IRES issues 
du polymorphisme genetique de la population des ARN 
viraux ; ces variants naturels de sequence IRES n'ont 
pas une activite substantiellement modifiee par rapport 
a une sequence IRES sauvage consensus . 

Par domaine de sequence IRES, on entend designer 
un fragment de sequence qui a la capacite de lier le 
motif MRR d f une proteine liant 1' ARN. 

Selon un mode prefere de realisation, ladite 
proteine liant naturellement 1' ARN est selectionnee 
dans le groupe compose des prot6ines de maturation de 
1' ARN et des facteurs regulateurs de la traduction ; 
plus particulierement, il s'agit des 

ribonucleoproteines snRNP et hnRNP et des sous-unites 
du facteur d' initiation de la traduction eucaryotique 3 
(eIF3) . Selon un mode particulier de realisation, la 
proteine liant naturellement les molecules d' ARN est le 
facteur multiproteique d' initiation de la traduction 
eucaryotique 3 (eIF3) humain. Plus particulierement, la 
proteine est la proteine P110 (eIF3 P110 ) du complexe 
eIF3. Les inventeurs ont mis en evidence 1' aptitude de 
la proteine pllO a se fixer sur la sequence IRES de 
l f ARN viral du virus de l'hepatite C. Cette proteine 
eIF3 Pno se fixe specif iquement sur la partie apicale de 
la region III de l f IRES du VHC et notamment sur les 
boucles Illb ou IIIc (Sizova et al . , 1998). D'apres 
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l 1 analyse de la sequence en acides amines, la proteine 
eIF3 p iio (SEQ ID N° 5 ; N° d' accession AAB42010 dans la 
banque NCBI) possede un "Motif de Reconnaissance" d 1 ARN 
dans sa partie centrale (MRR) . Ce domaine (SEQ ID N° 6, 
5 correspondant aux acides amines 175 & 283 de la 
sequence SEQ ID N° 5) est done responsable de la 
fixation de la proteine eIF3 p n 0 sur la boucle III de 
l'IRES du VHC- 

Selon un mode prefere de realisation, ledit motif 

10 de reconnaissance d' ARN (MRR) est le MRR de eIF3 PU0 de 
sequence SEQ ID N° 6 correspondant a la sequence 
d' acides amines 175 a 283 de la sequence SEQ ID N° 5 ou 
l'un de ses fragments ou l'un de leurs variants 
naturels* Par fragment du MRR, on entend designer un 

15 fragment de la sequence d' acides amines du MRR qui 
conserve 1' aptitude a se lier a une sequence IRES. De 
preference, le fragment du MRR selon 1' invention 
correspond a la sequence d' acides amines 185 a 270 de 
la sequence SEQ ID N° 5. Par variants naturels, on 

20 entend designer les MRR presentant des variations dans 
la sequence du MRR par rapport & la sequence consensus 
sauvage, de telles variations representant les 
polymorphismes rencontres dans la population et qui ne 
changent pas de mani^re substantielle l'af finite dudit 

25 MRR pour sa sequence cible. 

Des mutations sont introduites dans le MRR du 
polypeptide de 1' invention afin d' augmenter l'af finite 
du MRR pour la sequence IRES cible. De telles mutations 
sont introduites par mutagenese aleatoire, ou par 

30 mutagenese ciblee selon des techniques connues de 
1'homme du metier. L' utilisation de la technique du 
phage display, permet d' introduire un grand nombre de 
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mutation de mani£re aletoire dans ledit MRR et ainsi 
permettre d'obtenir rapidement un grand nombre de 
mutants a cribler. 

Par mutation, on entend designer n' importe quels 
5 changements intervenus dans la sequence du MRR du 
polypeptide selon 1' invention et notamment du MRR de 
eIF3 pll0 , autres que les changements correspondant a 
ceux des variants naturels, et qui modifient de fagon 
substantielle 1' affinite du polypeptide selon 

10 1' invention & ladite sequence IRES. Parmi les mutations 
susceptibles d'ere introduites dans le MRR du 
polypeptide selon 1' invention, il convient de citer les 
mutations ponctuelles, les deletions, les insertions, 
les substitutions. Toutefois, il convient de 

15 selectionner uniquement les mutations introduites dans 
le MRR d'une proteine liant naturellement 1 1 ARN et qui 
conferent a ce MRR mute une affinite supferieure ou 
egale a 1' affinite du MRR non mute de la meme proteine 
liant naturellement l'ARN. 

20 De preference, les mutations introduites dans le 

MRR sont situ6es dans les motifs directement en contact 
avec l'ARN, c'est-a-dire de preference dans les 
sequences tres conservees RNP1 et RNP2, et plus 
particulierement dans les boucles 02-p3 et a2-$4 des 

25 MRR. Selon un mode pref^re, le MRR selon 1' invention 
est le MRR de eIF3 P n 0 de sequence SEQ ID N° 6 (sequence 
d'acides amines 175 & 283 de la sequence SEQ ID N° 5) 
ou l'un de ses fragments ou de leurs variants naturels. 
De preference, il s'agit du fragment d' acides amines 

30 185 a 270 de la sequence SEQ ID N° 5 du MRR de 
eIF3pno ; ledit MRR de eIF3 P1 i 0 , ou l f un de ses 
fragments, ou leurs variants est (sont) mute(s) a au 
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moins une des positions suivantes de la sequence SEQ ID 
N° 5 : 

la valine en position 188, 
le glutamate en position 224 et 225, 
5 - 1' aspartate en position 226 et 251, 
la glycine en position 227 et 252, 
la lysine en position 228 et 248, 
la tyrosine en position 232 et 253, 
la phenylalanine en position 234, 
10 - l'asparagine en position 249, 
1' alanine en position 250. 

L' invention porte egalement sur le polypeptide 
recombinant susceptible d'etre obtenu par le procede 
selon 1' invention. Ledit polypeptide comprend au moins 
15 un motif MRR. Selon un mode prefere de realisation le 
polypeptide selon 1' invention comprend au moins le 
motif minimal de reconnaissance d'ARN (MRR) 
fonctionnel . 

II est dans l'etendue de 1' invention de realiser 
20 des proteines de fusion avec ledit polypeptide de 
1' invention pour ameliorer par exemple la purification, 
la solubilite, la biodisponibilite, la duree de vie, le 
ciblage du polypeptide selon 1' invention. 

Selon un mode de realisation prefere, le 
25 polypeptide de 1' invention correspond a au moins le MRR 
mute de eIF3 P n 0 ou l'un de ses fragments ou l'unde leurs 
variants naturels. Plus particulierement, le 
polypeptide selon 1' invention comprend la sequence 
d'acides amines 185 k 270 de la sequence SEQ ID N° 5 
30 dans laquelle des mutations ont ete introduites aux 
positions precedemment mentionnees. 
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Le polypeptide de 1' invention est une proteine 
recombinante qui est susceptible d' interagir avec la 
sequence IRES des virus a ARN avec une affinite 
superieure ou egale a celle des proteines cellulaires 
5 ou virales qui se lient nature llement a cette sequence 
lors de 1' infection virale. La sequence IRES a en effet 
1' aptitude £ former une structure secondaire en boucle 
(stem loop) avec laquelle le polypeptide de 1' invention 
est susceptible d' interagir. De telles interactions 

10 sont aisement mises en evidence par l'homme du metier 
par des experiences de retard sur gel a ARN et/ou par 
des experiences de couplage aux U.V. . Le polypeptide de 
1' invention constitue done un inhibiteur comp6titif des 
proteines se liant naturellement sur la sequence IRES 

15 viral, parmi lesquelles il convient de citer eIF3. Le 
polypeptide de l f invention diminue ou inhibe la 
replication de 1' ARN viral* 

Le polypeptide selon l f invention est done un 
principe actif destine a etre utilise & titre de 

20 medicament et plus particulierement a titre de 
medicament pour le traitement de pathologies virales 
impliquant un virus, qui au cours de son cycle de 
replication virale, met en ceuvre une etape de 
traduction CAP-independante d' une sequence d f ARN. Parmi 

25 ces virus, il convient de mentionner les virus 
precedemment cit6s. De maniere generale, la pathologie 
virale que se propose de traiter le polypeptide selon 
l f invention correspond a la pathologie impliquant le 
virus dont la sequence IRES de 1' ARN, ou l'un de ses 

30 domaines, a ete utilisee dans le procede de criblage 
selon 1' invention. De preference, ledit virus est le 
virus de 1' hepatite C. 
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C'est done un objet de la pr£sente invention de 
fournir un polypeptide selon l f invention A titre de 
medicament destine a inhiber la traduction du genome 
viral, et ainsi emp€cher sa replication. Le polypeptide 
5 selon 1 ■ invention a titre de medicament est 
pr£f erentiellement sous forme soluble , associes a un 
v£hicule pharmaceutiquement acceptable. Par v£hicule 
pharmaceutiquement acceptable, on entend designer tout 
type de vehicule employe habituellement dans la 

10 preparation de compositions injectables, e'est-a-dire 
un diluant, un agent de suspension tel une solution 
saline isotonique ou tamponnee. De preference, ces 
composes seront administres par voie systemique, en 
particulier par voie intraveineuse, par voie 

15 intramusculaire, intradermique ou par voie orale. Leurs 
modes d 1 administration, posologies et formes galeniques 
optimaux peuvent etre determines selon les criteres 
generalement pris en compte dans 1 1 etablissement d'un 
traitement adapts £ un patient comme par exemple l'age 

20 ou le poids corporel du patient, la gravity de son etat 
general, la tolerance au traitement et les effets 
secondaires constates, etc. Quand 1' agent est un 
polypeptide, on peut 1 1 introduire dans des tissus ou 
des cellules hotes par un certain nombre de fa^ons, 

25 incluant la micro-injection ou la fusion de vesicules. 

C'est done un des objets de la presente invention 
d'utiliser un polypeptide comprenant au moins un motif 
de reconnaissance d'ARN (MRR) d'une proteine liant 
naturellement l'ARN pour inhiber la traduction CAP- 

30 independante d' une region codante d'une sequence IRES 
de ladite sequence d'ARN. Plus particulierement , la 
presente invention se propose d'utiliser le polypeptide 
selon 1' invention pour la preparation d'un medicament 
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destine au traitement de pathologies virales impliquant 
des virus qui au cours de leur cycle de replication 
virale mettent en ceuvre une etape de traduction CAP- 
independante d f une sequence d'ARN. Parmi ces virus, il 
5 convient de citer les virus pr6cedemment evoques et 
selectionnes parmi les Flaviviridae, les 

Picornaviridae, les Coronaviridae . Ledit Flaviriridae 
etant de preference choisi parmi le virus de 1' hepatite 
C, le virus de la peste porcine, le virus de la 

10 diarrhee bovine. De pr6f6rence, ledit Flaviviridae est 
le virus de 1' hepatite C. 

Le polypeptide selon 1' invention est utilise pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement de 
1' hepatite C, de la diarrhee bovine, de la diarrhee du 

15 veau, de la diarrhee humaine, de la peste porcine, de 
la gastro-enterite transmissible du porcelet, de la 
fievre aphteuse, de 1' encephalo-myocardite (EMC), de 
1' hepatite A, de 1' hepatite de la souris, du rhume, de 
la bronchite aviaire. 

20 Plus particulierement, le polypeptide selon 

1' invention est utilise pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de 1' hepatite C. 

Enfin, 1' invention vise a fournir une composition 
pharmaceutique pour le traitement preventif et curatif 

25 d'une pathologie choisie parmi 1' hepatite C, de la 
diarrhee bovine, de la diarrhee du veau, de la diarrhee 
humaine, de la peste porcine, de la gastro-enterite 
transmissible du porcelet, de la fievre aphteuse, de 
1' encephalo-myocardite (EMC), de 1' hepatite A, de 

30 1' hepatite de la souris, du rhume, de la bronchite 
aviaire, caracterisee en ce qu'elle contient une 
quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide 
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selon 1' invention et un v6hicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

D'autres caracteristiques et avantages de la 
pr6sente invention seront mieux mis en evidence a la 
5 lecture des exemples suivants. 

Figure 1 : La sequence d'acides amines du motif de 

reconnaissance de 1 1 ARN (MRR) de la 
proteine eIF3puo. 

10 Les zones de la proteine impliquees dans 

1 1 interaction avec 1 1 ARN et qui sont susceptibles 
d' etre mutfees sont en lettres plus grandes . 

Figure 2 : Structure de 1 ■ IRES VHC 

15 En agrandi, est figuree la structure du site 

d 1 interaction avec eIF3 p no. 



20 



Figure 3 



Schema de la syn these de boucle I lib de 
l'IRES du VHC In vitro (Kruger et al. , 
1999) 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Clonage et expression du fragment 
polypeptide que correspondant au motif MMR du elFSpno. 

5 

1.1 Le fragment d'ADN codant pour les acides amines 
185-270 du eIF3 p no (SEQ ID N° 5) et correspondant a un 
fragment du motif de reconnaissance de l f ARN, est 
amplifi6 par PCR en utilisant 1 1 ADN humain extrait de 
10 cellules du sang peripherique comme matrice et les 
amorces 5 1 -GGAGATATACATATGAGCCAGGAAGCAGATGGA (SEQ ID N° 
7) et 

5 f -TCAGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCGACCTCGTCACTGATCGTCAT (SEQ ID 
N° 8) . Le fragment amplifie est coupe et clone dans le 
15 plasmide pET-30B (NOVAGEN) en fusion avec His-tag sur 
Oterminus coupe au prealable avec Ndel et Xhol. La 
proteine est produite dans E.coli (souche BL21 LysS) et 
purififee sur la colonne de Ni 2+ - NTA agarose. 

20 1.2. Cytotoxicity du fragment eIF3 P no. 

Avant d'etudier l'activite anti-virale du 
polypeptide, son effet toxique eventuel est evalue par 
coloration avec bleu Trypan. De possibles effets 
indesirables (effets non specifiques sur la synthese 

25 proteique) sont estimes en mesurant 1 1 incorporation de 
la methionine [S 35 ] dans les proteines des cellules 
HeLa. 



30 EXEMPLE 2 : 



2.1 Clonage de l f IRES du VHC (40-372 nt) 
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L'ADNc correspondant a 1 ' IRES du VHC minimal 
requis pour la traduction cap-independante comprenant 
les nucleotides 40-372 de l'ARN viral du VHC, est 
amplifi6 par RT-PCR a partir de serum provenant de 
5 patients VHC-positifs et clon6 dans un vecteur pGEM-luc 
(Promega) sous le controle du promoteur T7. La 
transcription est effectu§e in vitro en utilisant T7- 
polymerase et le plasmide lin6aris§ par Ndel . 

10 2.2. Synthese des differentes parties de l f IRES 

Les travaux anterieurs montrent que eIF3 p n 0 se 
fixent sur partie III de l'IRES (Sizova et al., 1998). 
Sachant que les domaines MRR reconnaissent des 
sequences ARN d'une longueur de 20 bases maximum, les 

15 inventeurs ont localise le site d f interaction plus 
pr6cisement en utilisant des oligoribonucleotides 
correspondant aux boucles Ilia, Illb et IIIc. A la 
place du clonage, les inventeurs utilisent une methode 
plus rapide developpee anterieurement pour les 

20 ribozymes. Deux oligonucleotides chevauchant, dont un 
contient le promoteur de la T7 polymerase et 1' autre 
une sequence de l'IRES, sont utilises pour synthetiser 
un fragment double brin & l f aide du fragment de Klenow, 
Le fragment lineaire d'ADN double brin est utilise 

25 comme matrice pour la synthese d'ARN in vitro. La meme 
procedure sera utilisee pour la synthese des boucles 
Ilia et IIIc (en utilisant les oligonucleotides 
correspondants) (figure 3) . 



30 
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EXEMPLE 3 : Etude de l'af finite du polypeptide pour 
l'ARN viral 

L' affinity du polypeptide pour l'IRES est mesur^e 
5 in vitro par retard de l'ARN sur gel d' acrylamide (gel 
shift) . L'ARN marque par [ 32 P] lors de la transcription 
est incube avec le polypeptide en presence de Mg 2 * 
(2,5 mM) necessaire pour maintenir sa structure 
tertiaire stable (Kieft et al., 1999) et depose sur gel 
10 d' acrylamide (8%) . Les gels sont analyses par 
Phosphorimager STORM (Amersham) . 

EXEMPLE 4 : L'activite anti-virale du polypeptide 

15 

La capacite du polypeptide a inhiber la traduction 
IRES-dependante est estim§e in vitro. Le fragment de 
l'ADNc du VHC comprenant les nucleotides 40-372 est re- 
clone en fusion avec le g£ne de la luciferase sous le 
20 promoteur T7 , L'effet du polypeptide est §valu6 in 
vitro en suivant l f inhibition de la synthese de 
lucif6rase dans le lysat de reticulocytes. 

25 EXEMPLE 5 ; Etude structurale du complexe 

polypeptide-ARN 

Les etudes par RMN du complexe polypeptide-ARN 
permettent d f identifier d'une fagon precise les sites 
30 de ces interactions et ainsi localiser des sites de 
mutations susceptibles d'accroitre l'af finite des deux 
partenaires. La structure du complexe entre la proteine 
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et 1 1 ARN est etudiee par RMM* Ces analyses structurales 
sont effectives en parallele avec la recherche par 
"phage display" qui debute ci partir d'un modele 
th^orique. Compte tenu de la taille du domaine (environ 
5 90 acides amines), un marquage isotopique a l f azote-15 
permet de cartographier ("mapper") le site 
d f interaction de la proteine avec la boucle d'ARN de 
fagon simple par l f analyse des variations des 
deplacements chimiques des fonctions amides du 
10 squelette peptidique. 

EXEMPLE 6 : Mutagenese dirigee du polypeptide et 
selection des mutants a forte affinite 
15 pour 1' ARN viral (« phage display ») 

Afin d'obtenir une banque du fragment 
polypeptidique correspondant au motif MRR de eIF3 p i 10 , 
les inventeurs utilisent le systeme RPAS (Amersham) 

20 classiquement destine & la construction des banques de 
fragments variables des anticorps. Le fragment d'ADN 
codant pour le polypeptide correspondant aux acides 
amines de sequence 185-270 de la sequence SEQ ID N° 5 
est redone en fusion avec le gene de la proteine III 

25 de la capside du phage Ml 3 dans un phagemide (pCANTAB 
5E, Amersham) . Les cellules transfectees par phagemide 
et infect^es par phage-helper seront selectionnees 
grace & leur resistance a 1 ' ampicilline (phagemide) et 
la kanamycine (phage helper) . Les particules phagiques 

30 produites par les cellules selectionnees vont exprimer 
MRR a leur surface. La localisation extracellulaire du 
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MRR sera confirmee par la capacite des particules 
phagiques de fixer 1 1 ARN radiomarque. 

Pour preparer la bibliotheque des mutants de MRR, 
chaque acide amine de la boucle 02-j33 (5 acides amines) 
5 implique dans 1 1 interaction avec 1 'ARN/ sera 
"randomise" par amplification PCR (en utilisant un 
oligonucl6otide-amorce dans lequel chaque codon a muter 
sera echang6 par un codon degenere) . Ce fragment 
amplifie par PCR sera insere dans un phagemide au lieu 
10 du fragment "sauvage". Ainsi pr6paree, la bibliotheque 
de phagemides sera introduite dans E. coli et 
amplifiee. L' infection des cellules par phage-helper 
permettra la production de la bibliotheque des phages 
de la fusion, 

15 L'ARN boucle selectionne est immobilis6 sur des 

billes-streptavidine a 1 1 aide d' oligodeoxynucleotides 
biotinyl^es complementaires . Ces billes sont utilisees 
pour capturer des phages exprimant des mutants des 
motifs MRR ayant une forte af finite pour 1 'ARN (la 

20 selection est effectuee en presence d'un exc6s d'ARNt) . 
Des clones du phage captures sont amplifies et re- 
selectionn6s . Les clones selectionnes au bout de 3-4 
cycles sont sequences. La comparaison des sequences 
permet d f identifier des acides amines favorisant 

25 1 ' interaction avec l'ARN-cible. 

Les polypeptides correspondants sont exprimes et 
purifies. Leurs affinites pour 1 'ARN viral, leur 
specificite ainsi que la structure des complexes ARN- 
polypepdides sont etudiees comme deer it plus haut . La 

30 meme procedure est utilisee pour construire d'autres 
bibliotheques combinatoires en introduisant une 
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mutation au niveau de la boucle ot2~P4 (6 acides amines) 
ou de certaines positions dans RNP1 et RNP2. 

5 EXEMPLE 7 : Etude de 1'af finite pour l'ARN viral des 

neo-polypeptides congus 

Les genes des polypeptides ayant une forte 
af finite pour l'ARN viral sont clones en fusion avec 
10 His-tag, exprimes dans E. coll et purifies. Leurs 
af finite et sp^cificite pour 1 f ARN-cible, ainsi que 
leur capacite a inhiber la synthese des proteines sont 
etudiees in vitro comme decrit plus haut* 



15 
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REVINDICATIONS 



1. 



Procede 



de 



criblage 



de 



polypeptides 



10 



15 



20 



recombinants comprenant au moins un motif de 
reconnaissance d'ARN (MRR) mute d'une proteine liant 
naturellement l'ARN, ledit motif etant capable de se 
lier a la sequence IRES ou l'un de ces domaines d'une 
molecule d'ARN avec une affinite superieure ou egale a 
celle du motif (MRR) de ladite prot6ine liant 
naturellement ladite molecule d'ARN, ledit procede 
comportant les stapes de : 

a) clonage d'au moins le motif (MRR) de ladite 
proteine liant naturellement l'ARN. 

b) mutagenese d'au moins ledit motif (MRR), 

c) expression dudit polypeptide recombinant 
comprenant au moins le motif (MRR) mut6, 

d) determination de 1' affinity dudit motif (MRR) 
mute dudit polypeptide recombinant pour 
ladite sequence IRES ou l'un de ses 
domaines ; 

e) selection des polypeptides recombinants dont 
le motif (MRR) mut6 a une affinite superieure 
ou egale a celle du motif (MRR) de ladite 
proteine liant naturellement l'ARN. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que lesdites etapes b, c et d sont realises en 
mettant en oeuvre la technologie de « phage display ». 



30 



3. Procede selon les revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que ladite sequence IRES est la 
sequence IRES d'un ARN viral. 
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4. Precede selon la revendication 3/ caracterise 
en ce que ledit ARN viral provient de virus a ARN 
selectionne dans le groupe des Flaviviridae, des 
Picornaviridae/ des Coronaviridae . 

5 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que ledit Flaviviridae est choisi parrai le virus 
de 1' hepatite C, le virus de la diarrhee bovine, le 
virus de la peste porcine. 

10 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caracterise 
en ce que ledit Flaviviridae est le virus de 
1' hepatite C. 

15 7. Procede selon la revendication 6, caracterise 

en ce que ladite sequence IRES dudit virus de 
1' hepatite C a pour sequence SEQ ID N°l. 

8. Proc§d6 selon la revendication 6, caracterise 
20 en ce que ledit domaine de la sequence IRES du virus de 
l r hepatite C est choisie parmi la boucle Ilia de 
sequence SEQ ID N°2, la boucle Illb de sequence SEQ ID 
N°3, la boucle IIIc de sequence SEQ ID N°4* 

25 9. Proced§ selon l'une des revendications 

precedentes, caracterise en ce que ladite proteine 
liant naturellement l'ARN est selectionnee dans le 
groupe compose des proteines de maturation de l'ARN et 
les facteurs regulateurs de la traduction. 



30 
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10. Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que ladite proteine de maturation de l'ARN est 
choisie dans le groupe compos§ de UisnRNP et eIF3 p no. 

5 11. Procede selon la revendication 10, 

caracterise en ce que ledit motif de reconnaissance 
d'ARN (MRR) de ladite proteine eIF3 p no est la sequence 
d'acides amines 175 a 283 de la sequence SEQ ID N° 5, 
ou l'un de ses fragments ou leurs variants naturels. 

10 

12. Proced6 selon la revendication 11, caracteris6 
en ce que ledit fragment dudit MRR est la sequence 
d'acides amines 185 a 270 de la sequence SEQ ID N° 5. 

15 13. Proc6de selon les revendications 11 ou 12, 

caracterise en ce que ledit MRR eIF3 p no ou l'un de ses 
fragments, ou leurs variants est(sont) mute(s) & au 
moins une des positions suivantes de la sequence SEQ ID 
N° 5 : 

20 - la valine en position 188, 

le glutamate en position 224 et 225, 

1' aspartate en position 226 et 251, 

la glycine en position 227 et 252, 

la lysine en position 228 et 248 
25 - la tyrosine en position 232 et 253, 

la phenylalanine en position 234, 

l'asparagine en position 249, 

l f alanine en position 250. 

30 14. Polypeptide recombinant susceptible d'etre 

obtenu par le proced§ selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 13. 



• 
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15. Polypeptide selon la revendication 14, 
caracterise en ce que ledit polypeptide comprend au 
raoins un motif minimal de reconnaissance d'ARN (MRR) 
fonctionnel . 



16. Polypeptide selon les revendications 14 ou 
15, caracterise en ce que la sequence dudit polypeptide 
comprend la sequence d' acides amines 185 a 270 de la 
sequence SEQ ID N° 5 mutee a au moins une des positions 
10 suivantes : 



17. Polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 16 a titre de medicament. 

18. Polypeptide selon la revendication 17 a titre 
25 de medicament pour le traitement de pathologie virale 

impliquant un virus qui au cours de son cycle de 
replication virale met en oeuvre une etape de traduction 
CAP-independante d' une sequence d'ARN. 



5 



15 



la valine en position 188, 
le glutamate en position 224 et 225, 
1' aspartate en position 226 et 251, 
la glycine en position 227 et 252, 
la lysine en position 228 et 248 
la tyrosine en position 232 et 253, 
la phenylalanine en position 234, 



l'asparagine en position 249, 
l f alanine en position 250. 



20 



30 19. Polypeptide selon la revendication 18, 

caracterise en ce que ledit virus est le virus de 
l'hepatite C. 
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20. Utilisation d'un polypeptide selon les 

revendications 14 & 19 pour la preparation d'un 

medicament destine d inhiber la traduction CAP- 
independante d'une region codante d'un ARN. 



21. Utilisation du polypeptide selon les 
revendications 14 a 20 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies virales 
impliquant des virus qui au cours de leur cycle de 
replication virale mettent en oeuvre une etape de 
traduction CAP-ind6pendante d'une sequence d'ARN. 

22. Utilisation selon la revendication 21, 

caract£ris6e en ce que ledit virus seiectionne parmi 

les Flaviviridae, les Picornaviridae, les 
Coronaviridae . 



23. Utilisation selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que ledit Flaviviridae est choisi 
parmi le virus de 1' hepatite C, de la diarrhee bovine, 
de la diarrhee du veau, de la diarrhee humaine, de la 
peste porcine, de la gastro-enterite transmissible du 
porcelet, de la fievre aphteuse, de 
1' encephalomyocardite, de l f hepatite A, de 1' hepatite 
de la souriS/ du rhume, de la bronchite aviaire. 

24. Utilisation selon la revendication 23, 
caract6ris6e en ce que ledit Flaviviridae est le virus 
de 1' hepatite C. 

25. Composition pharmaceutique pour le traitement 
preventif et curatif d'une pathologie choisie parmi 
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1' hepatite C, la diarrhee bovine, la fidvre aphteuse, 
l'enc6phalomyocardite, 1' hepatite A, le rhume, la peste 
porcine, caract6ris6 en ce qu'elle contient une 
quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide 
selon les revendications 14 a 19 et un v§hicule 
pharmaceutiquement acceptable . 
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Figure 2 
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